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3URVSHFWV IRU WKH FRPELQHG XVH  
RI Pseudomonas koreensis  
DQG Pseudomonas plecoglossicida 
IRU ELRORJLFDO HQULFKPHQW RI SODQWV 
ZLWK QLWURJHQ

1 .HPHURYR 6WDWH 8QLYHUVLW\}, .HPHURYR, 
5XVVLDQ )HGHUDWLRQ

2 .HPHURYR 5HVHDUFK ,QVWLWXWH RI 
$JULFXOWXUDO 6FLHQFHV Ȟ EUDQFK RI WKH 
6LEHULDQ )HGHUDO 6FLHQWLˉF &HQWHU IRU 
$JURELRWHFKQRORJ\ RI WKH 5XVVLDQ 
$FDGHP\ RI 6FLHQFHV, YLOODJH 1HZ 
EXLOGLQJ, .HPHURYR, 5XVVLDQ )HGHUDWLRQ

<XOL\D 5� 6HUD]HWGLQRYD1, 1DWDOLD 1� %RJDFKHYD1,  
.RQVWDQWLQ 9� .DUFKLQ1, 2OJD $� ,VDFKNRYD2, 2OJD $O� 1HYHURYD1, 
/\XGPLOD .� $V\DNLQD1

ABSTRACT

Introduction: 6LJQLˉFDQW HFRQRPLF FRVWV DQG SRWHQWLDO HQYLURQPHQWDO ULVNV DVVRFLDWHG ZLWK 
LPSURSHU XVH RI PLQHUDO IHUWLOL]HUV QHFHVVLWDWH WKH GHYHORSPHQW RI DOWHUQDWLYH VWUDWHJLHV IRU 
QLWURJHQ QXWULWLRQ RI DJULFXOWXUDO FURSV� 2QH RI VXFK DSSURDFKHV LV ELRORJLFDO QLWURJHQ ̄ [DWLRQ 
E\ QLWURJHQ�ˉ[LQJ PLFURRUJDQLVPV� 7KH SURFHVV RI ELRORJLFDO ˉ[DWLRQ KDV EHHQ VWXGLHG EHVW 
LQ WKH FRQWH[W RI V\PELRWLF LQWHUDFWLRQV ZLWK OHJXPHV, EXW PRGHUQ UHVHDUFK LV IRFXVHG RQ 
H[SDQGLQJ LWV DSSOLFDWLRQ WR QRQ�OHJXPHV� ,Q WKLV FRQWH[W, QRQ�V\PELRWLF GLD]RWURSKV RI WKH 
JHQXV Pseudomonas DUH RI FRQVLGHUDEOH LQWHUHVW� WKHLU QLWURJHQ�ˉ[LQJ SRWHQWLDO UHTXLUHV 
IXUWKHU VWXG\ DQG YHULˉFDWLRQ� 7KLV VWXG\ FKDUDFWHUL]HV WKH IXQFWLRQDO SRWHQWLDO RI GRPHVWLF 
Pseudomonas VWUDLQV DQG IRUPV D VFLHQWLˉF EDVLV IRU WKHLU HIIHFWLYH FRPELQHG XVH WR LPSURYH 
QLWURJHQ QXWULWLRQ RI QRQ�OHJXPHV�

Purpose: 7R FKDUDFWHUL]H WKH QLWURJHQ�ˉ[LQJ FDSDFLW\ RI Pseudomonas koreensis ŉ�3��� DQG 
Pseudomonas plecoglossicida ŉ��3�02 DQG WR LQYHVWLJDWH WKH SURVSHFWV RI WKHLU FRPELQHG 
DSSOLFDWLRQ IRU HQKDQFLQJ SODQW QLWURJHQ QXWULWLRQ�

Materials and Methods: 7KH VWXG\ DQDO\VHG WKH VWUDLQV Pseudomonas koreensis %�3��� DQG 
Pseudomonas plecoglossicida %��3�02 REWDLQHG IURP WKH 1DWLRQDO %LRUHVRXUFH &HQWHU RI 
WKH $OO�5XVVLDQ &ROOHFWLRQ RI ,QGXVWULDO 0LFURRUJDQLVPV RI WKH 1DWLRQDO 5HVHDUFK &HQWHU 
m.XUFKDWRY ,QVWLWXWH}� 7KH QLWURJHQ�ˉ[LQJ DFWLYLW\ RI WKH VWUDLQV ZDV VWXGLHG XVLQJ D 5DSLG 
1 DQDO\]HU, DQG WKH DELOLW\ WR SURGXFH DPPRQLD ZDV HYDOXDWHG VSHFWURSKRWRPHWULFDOO\� 
/DERUDWRU\ WHVWLQJ ZDV FDUULHG RXW RQ m6LEHULDQ $OOLDQFH} VSULQJ VRIW ZKHDW �7ULWLFXP DHVWLYXP 
/� HPHQG��� 7KH DPRXQW RI QLWURJHQ DQG SURWHLQ LQ WKH DERYHJURXQG SDUW RI SODQWV LQ WKH 
VSURXW SKDVH RQ D GHFLPDO FRGH VFDOH ZDV GHWHUPLQHG XVLQJ WKH 'XPDV PHWKRG�

Results: 5HVHDUFK KDV VKRZQ WKDW WKH VWXGLHG VWUDLQV ˉ[HG QLWURJHQ ZKHQ JURZQ RQ D 
QLWURJHQ�IUHH QXWULHQW PHGLXP, DQG DOVR KDG WKH DELOLW\ WR SURGXFH DPPRQLD� 7KH SUHVHQW 
VWXG\ LV WKH ˉUVW WR UHSRUW WKH QLWURJHQ�ˉ[LQJ DELOLW\ RI Pseudomonas koreensis %�3��� DQG 
Pseudomonas plecoglossicida %��3�02� 7KH VWUDLQV GLG QRW LQKLELW HDFK RWKHU
V JURZWK, ZKLFK 
PDGH LW SRVVLEOH WR FRQVWUXFW FRQVRUWLD EDVHG RQ WKHP� 7KH RSWLPDO UDWLR RI 2�� �3� NRUHHQVLV� 
P. plecoglossicida� LQWHQVLˉHG QLWURJHQ ˉ[DWLRQ �2����� wJ�P/� DQG DPPRQLD SURGXFWLRQ 
�3���20 wJ�P/�� /DERUDWRU\ WHVWLQJ VKRZHG D VWDWLVWLFDOO\ VLJQLˉFDQW LQFUHDVH LQ JHUPLQDWLRQ, 
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ВВЕДЕНИЕ

Азот является одним из ключевых макроэлемен-
тов, необходимых для роста и развития растений, 
поскольку входит в состав аминокислот, белков, 
нуклеиновых кислот, хлорофилла и множества дру-
гих первичных и вторичных метаболитов (Fageria 
& Baligar, 2005; Rafiq et al., 2023). Несмотря на вы-
сокую концентрацию молекулярного азота в ат-
мосфере (около 78  %), в свободной форме он недо-
ступен для растений и может быть усвоен только 
после трансформации в минеральные соединения: 
нитраты, нитриты или ионы аммония (Temple et al., 
1998). Основными источниками азота в агроцено-
зах традиционно являются минеральные удобре-
ния, содержащие соединения аммония и нитратов 
(Трапезников и др., 1999; Ahmed et al., 2020). Од-
нако применение этих удобрений сопровождается 
рядом неблагоприятных экологических послед-
ствий, включая закисление почв, эмиссию парни-
ковых газов и нарушение микробиоценоза (Khan 
et al., 2018). Эти эффекты обусловлены микробио-
логически опосредованными трансформациями 
азотных соединений в почвенной среде и требуют 
переосмысления существующих стратегий азотно-
го питания сельскохозяйственных культур.

Актуальность разработки альтернативных, эколо-
гически безопасных подходов к обеспечению рас-
тений азотом возрастает на фоне необходимости 
устойчивого интенсифицирования растениевод-
ства. Одним из наиболее перспективных направле-
ний в этом контексте является использование азот-
фиксирующих микроорганизмов, ассоциированных 
с ризосферой растений. Эти микроорганизмы спо-
собны превращать молекулярный азот атмосферы 
в доступные для растений формы в процессе биоло-
гической фиксации азота, снижая потребность в ми-
неральных удобрениях (Тихонович и соавт., 2016; 
Singh et al., 2022). Наиболее изучены симбиотиче-
ские взаимодействия бобовых культур с клубенько-
выми бактериями (Kishorekumar et al., 2020), однако 
возрастающий научный интерес вызывает группа 
несимбиотических (ассоциативных) азотфиксиру-
ющих бактерий, способных колонизировать ризос-
феру широкого круга растений без формирования 
специализированных симбиотических структур.

Среди таких микроорганизмов особое внимание 
уделяется представителям рода Pseudomonas, об-
ладающим высоким метаболическим и эколо-

гическим разнообразием. Способность к фикса-
ции атмосферного азота у отдельных штаммов 
Pseudomonas была впервые выявлена в середине XX 
века (Anderson, 1955), а последующие исследования 
подтвердили наличие у них nif-генов, кодирующих 
ключевые ферменты азотфиксации — нитрогена-
зы (Panpatte et al., 2016). Кроме того, установлено 
положительное влияние некоторых представите-
лей рода, в частности P. fluorescens, на образование 
клубеньков у бобовых культур (Nagpal et al., 2021). 
Однако текущие данные о диазотрофных свойствах 
Pseudomonas ограничены, и сведения о способности 
других видов рода к фиксации азота в настоящее 
время в научной литературе практически отсут-
ствуют (Shrivastava et al., 2015).

В связи с этим поиск и характеристика новых азот-
фиксирующих штаммов Pseudomonas представляют 
значительный интерес как с научной точки зрения 
(для расширения представлений о физиолого-био-
химических особенностях рода), так и с прикладной 
(для разработки биологических средств повыше-
ния доступности азота в агроэкосистемах). Особую 
актуальность представляет изучение потенциала 
совместного использования нескольких штаммов 
Pseudomonas, обладающих азотфиксирующей ак-
тивностью, с целью синергетического повышения 
эффективности азотного питания растений.

Цель исследования — охарактеризовать азотфикси-
рующую способность штаммов Pseudomonas koreensis 
и Pseudomonas plecoglossicida и оценить перспективы 
их совместного применения в качестве микробных 
агентов, способствующих улучшению азотного пи-
тания сельскохозяйственных культур.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Штаммы бактерий, полученные из Национального 
биоресурсного центра Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов НИЦ «Курчатов-
ский институт»: 
(1)  Pseudomonas koreensis В-3481. Штамм полу-

чен путем мутагенеза, является антагонистом 
почвенных патогенов.

(2)  Pseudomonas plecoglossicida В-13802. Штамм 
выделен из корней авокадо, способен проду-
цировать сидерофоры.
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Оборудование

Шейкер-инкубатор LSI-3016A (Daihan Labtech, Юж-
ная Корея) 2012 г. выпуска, Rapid N cube (Rapid, Гер-
мания) 2008 г. выпуска, спектрофотометр UV 1800 
(Shimadzu, Япония) 2012 г. выпуска, денситометр 
Densichek plus («BioMerieux», Франция) 2021 г. вы-
пуска, центрифуга 5430 («Eppendorf», Германия) 
2012 г. выпуска.

Методы, инструменты и процедура 
исследования

Способность к фиксации азота

Для анализа способности штаммов фиксировать 
азот готовили суспензию бактериального штам-
ма в физиологическом растворе с коэффициентом 
мутности 0,8–1,0 по МакФарланду с использовани-
ем денситометра (Faskhutdinova et al., 2024). Затем 
1 мл полученной суспензии добавляли в 10 мл пи-
тательной среды следующего состава, г/л: 10,0 глю-
козы («Chem-ex», Россия); 5,0 магния сернокислого 
7-водного («Chem-ex», Россия); 1,0 калия фосфор-
нокислого 2-замещенного 3-водного («Chem-ex», 
Россия); 0,005 натрия молибденовокислого 2-во-
дного («ХимРеактив», Россия); 5,0 натрия хлористо-
го («ЛенРеактив», Россия); 0,01 железа II сернокис-
лого 7-водного («ХимРеактив», Россия); 2,0 кальция 
углекислого («ХимРеактив», Россия). Полученную 
смесь культивировали в шейкере-инкубаторе в те-
чение 2 сут. при температуре 28–30 °С и скорости  
120 об/мин. Далее отделяли культуральную жид-
кость от клеток центрифугированием в течение 
10 мин при скорости 8000 об/мин. Содержание азо-
та в бесклеточной культуральной жидкости опре-
деляли с использованием анализатора азота Rapid 
N Cube.

Способность к продуцированию аммиака

Для этого готовили суспензию бактериального 
штамма с коэффициентом мутности 0,8–1,0 по Мак-
Фарланду (Faskhutdinova et al., 2024) на 1 % пептон-
ной воде. К 10 мл 1 % пептонной воды добавляли 1 
мл полученной суспензии и культивировали в тече-
ние 24 ч при температуре 28±2 °С и скорости враще-
ния 110 об/мин. К 3 мл бесклеточной культуральной 
жидкости (клетки отделяли при помощи центрифу-
гирования в течение 10 мин при скорости 8000 об/

мин) добавляли 150 мкл реактива Несслера («ЛенРе-
актив», Россия). Затем измеряли оптическую плот-
ность на спектрофотометре при 450 нм. Оптическую 
плотность образца определяли по формуле 1: 

ОП = ОПэ – ОПк, (1)

где  ОП — расчетная оптическая плотность образца;
 ОПэ — экспериментальная оптическая плот-

ность образца;
 ОПк — оптическая плотность контрольного 

варианта.

Количество произведенного аммиака определяли 
по градуировочному графику стандартного раство-
ра аммония от 50 до 300 мкг/мл. 

Оценка биосовместимости бактериальных штаммов

Изучение биосовместимости штаммов методом 
совместного культивирования. В чашку Петри 
с агаризованной средой Луриа-Бертани в модифи-
кации Миллера ровным слоем с помощью шпате-
ля Дригальского наносили тест-культуру. В лунки 
диаметром 4 мм вносили культуральную жидкость 
исследуемого штамма (готовили суспензию бак-
териального штамма в физиологическом растворе 
с коэффициентом мутности 0,8–1,0 по МакФарлан-
ду с использованием денситометра (Faskhutdinova 
et al., 2024). Затем 1 мл полученной суспензии до-
бавляли в 10 мл питательной среды Луриа-Бер-
тани в модификации Миллера и культивировали 
в течение 24 ч при температуре 28 ± 2 °С и скоро-
сти вращения 110 об/мин. Далее клетки отделя-
ли при помощи центрифугирования в течение 
10 мин при скорости 8000 об/мин). Культивировали 
при температуре 28 ± 2 °С в течение 24 ч. Культуры 
считались биосовместимыми, если не образовыва-
лась зона ингибирования.

Конструирование микробных консорциумов  
и проверка их активностей

Для конструирования микробных консорциумов 
готовили бактериальные суспензии исследуемых 
штаммов по методике, описанной в приготовле-
нии культуральной жидкости без отделения клеток 
от культуральной жидкости. Далее в стерильную 
жидкую среду Луриа-Бертани в модификации Мил-
лера вносили определенное количество микроорга-
низмов в зависимости от соотношения (Таблица 1).
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Таблица 1
СŵŵŹŴŵſŬŴůŬ ůŸŸŲŬūźŬųƂż ŨŧűŹŬŷůŧŲƃŴƂż ſŹŧųųŵũ ũ űŵŴ-
ŸŵŷŽůźųŧż

Table 1
5DWLR RI WKH 6WXGLHG %DFWHULDO 6WUDLQV LQ &RQVRUWLD

Номер 

Соотношение

Pseudomonas 
koreensis  
В-3481

Pseudomonas 
plecoglossicida 

В-13802

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � 1 1

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ 2 1 2

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ 3 2 1

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � 1 3

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ 5 3 1

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � 2 3

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � 3 2

Консорциумы культивировали в шейкере-инкуба-
торе в течение 24 ч при температуре 28 ± 2 °С и скоро-
сти вращения 110 об/мин. Для получения суперна-
танта отделяли клетки от культуральной жидкости 
с помощью центрифугирования в течение 10 мин 
при скорости 8000 об/мин.

Способность консорциумов к фиксации азота

Анализ способности консорциумов фиксировать 
азот. Для этого готовили суспензии бактериаль-
ных штамма в физиологическом растворе с ко-
эффициентом мутности 0,8–1,0 по МакФарланду 
с использованием денситометра (Faskhutdinova et 
al., 2024). Затем вносили определенное количество 
микроорганизмов в зависимости от соотношения 
(Таблица 1) в 10 мл питательной среды следующе-
го состава, г/л: 10,0 глюкозы («Chem-ex», Россия); 
5,0 магния сернокислого 7-водного («Chem-ex», 
Россия); 1,0 калия фосфорнокислого 2-замещен-
ного 3-водного («Chem-ex», Россия); 0,005 натрия 
молибденовокислого 2-водного («ХимРеактив», 
Россия); 5,0 натрия хлористого («ЛенРеактив», Рос-
сия); 0,01 железа II сернокислого 7-водного («Хим-
Реактив», Россия); 2,0 кальция углекислого («ХимРе-
актив», Россия). Полученную смесь культивировали 
в шейкере-инкубаторе в течение 2 сут. при темпера-
туре 28–30 °С и скорости 120 об/мин. Далее отделяли 
культуральную жидкость от клеток центрифугиро-
ванием в течение 10 мин при скорости 8000 об/мин. 
Содержание азота в бесклеточной культуральной 

жидкости определяли с использованием анализа-
тора азота Rapid N Cube (Серазетдинова и др., 2023).

Способность к продуцированию аммиака

Определение способности к производству аммиа-
ка осуществляли по методике, описанной в работе 
Parashar et al. (2023). Для этого готовили суспензии 
бактериальных штаммов с коэффициентом мутно-
сти 0,8–1,0 по МакФарланду (Faskhutdinova et al., 
2024) на 1 % пептонной воде. В 10 мл 1 % пептонной 
воды вносили определенное количество микроор-
ганизмов в зависимости от соотношения (Табли-
ца 1) и культивировали в течение 24 ч при темпера-
туре 28±2 °С и скорости вращения 110 об/мин. К 3 мл 
бесклеточной культуральной жидкости (клетки 
отделяли при помощи центрифугирования в тече-
ние 10 мин при скорости 8000 об/мин) добавляли 
150 мкл реактива Несслера («ЛенРеактив», Россия). 
Затем измеряли оптическую плотность на спектро-
фотометре при 450 нм. Оптическую плотность об-
разца определяли по формуле 1.

Лабораторная апробация

Лабораторную апробацию перспективного кон-
сорциума и отдельных штаммов проводили с ис-
пользованием яровой мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum L. emend.) «Сибирский Альянс». Для оцен-
ки эффективности штаммов и консорциума семе-
на пшеницы стерилизовали 2,5 % гипохлоритом 
натрия в течение 3 мин и трижды промывали ди-
стиллированной водой. Далее семена высаживали 
в растильни в почву (содержание доступных для 
растений питательных элементов (мг/л), не ме-
нее: азота (NH4+NO3) — 180; фосфора (P2O5) — 225; 
калия (K2O) — 270; микроэлементов (мг/кг): же-
лезо — 0,8; молибден — 0,1; бор — 0,4; цинк — 0,2; 
марганец — 8; медь — 3. Влажность — не более 
65 %, рН — 5,5–6,5) и поливали рабочим растовром 
штаммов и консорциума в количестве 10 л/т. Ра-
бочий раствор штаммов и консорциума готовили 
культивированием штаммов/консорциума в жид-
кой среде  Луриа-Бертани в модификации Миллера 
в течение 24 ч при температуре 28 ± 2 °С и скорости 
вращения 110 об/мин и разбавлением полученной 
культуральной жидкости с использование дис-
тиллированной воды в соотношении 2:8. Семена 
проращивали в течение 10 суток до фазы пророст-
ка по шкале десятичного кода при температуре 
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25 °С и влажности 50–60 %. В качестве контроля ис-
пользовались стерильные семена, проращиваемые 
в течение 10 суток и поливаемые стерильной дис-
тиллированной водой.

Для оценки всхожести семян пшеницы использова-
ли формулу 2:

В = (Nпс  /Nос )×100 , (2)

где В — всхожесть семян, %;
 Nпс — количество проросших семян, шт;
 Nос — общее количество семян, шт.

Длины корней и надземной части растений пше-
ницы измеряли на миллиметровой бумаге с точно-
стью 0,5 мм Faskhutdinova et al. (2024). Количество 
азота и белка в надземной части растений в фазе 
проростка по шкале десятичного кода определяли 
по методу Дюма в соответствии с ГОСТ Р 54390–
2011/ISO/TS 16634–2:2009 с использованием анали-
затора Rapid N Cube.

Статистическая обработка результатов

Все исследования проводили в пятикратной по-
вторности. Полученные значения выражали как 
среднее значение пяти измерений со стандартным 
отклонением. Анализ статистических данных осу-
ществляли при помощи программного продукта 
Microsoft Office Excel 2007 (12.0.6612.1000) SP3 MSO 
(12.0.6607.1000) (Microsoft corporation, США). Ста-
тистический анализ полученных данных проводи-
ли с помощью одномоментного парного критерия 
Стьюдента, по каждой паре интересов. Различия 
считали статистически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для оценки эффективности штаммов рода 
Pseudomonas в качестве биоудобрений, способству-
ющих азотному питанию растений, необходимо 
провести комплексный анализ их диазотрофной 
активности. Это включает в себя количествен-
ное определение фиксации атмосферного азота 
и продукции аммиака. Учитывая потенциальные 
антагонистические взаимодействия между ми-
кроорганизмами при совместном культивирова-
нии, необходимо исследование биосовместимо-

сти штаммов, а также оценка влияние различных 
комбинаций штаммов в составе консорциума 
на их азотфиксирующую активность и аммонифи-
кацию. При составление оптимального консорциу-
ма необходимо провести лабораторную апробацию 
на пшеницы в условиях in vitro для подтверждения 
эффективности применения консорциума на осно-
ве штаммов рода Pseudomonas.

Способность бактериальных штаммов 
к фиксированию азота и продуцированию 
аммиака

Результаты исследования способности штаммов 
рода Pseudomonas фиксировать азот и производить 
аммиак представлены на Рисунке 1.

Проведенное исследование выявило способ-
ность штаммов Pseudomonas koreensis В-3481 
и Pseudomonas plecoglossicida В-13802 фиксировать 
атмосферный азот и продуцировать аммиак. По-
лученные результаты представляют значитель-
ный интерес для исследователей, поскольку ранее 
не выявлено доказательств азотфиксирующей ак-
тивности этих штаммов в научной литературе. Та-
ким образом, полученные результаты расширяют 
знания о биохимических свойствах Pseudomonas 
koreensis В-3481 и Pseudomonas plecoglossicida 
В-13802, подтверждая разнообразие азотфиксиру-
ющей активности бактерий рода Pseudomonas.

Рисунок 1
СŶŵŸŵŨŴŵŸŹƃ ŨŧűŹŬŷůŧŲƃŴƂż ſŹŧųųŵũ ű ŻůűŸůŷŵũŧŴůƅ ŧŮŵŹŧ 
ů ŶŷŵūźŽůŷŵũŧŴůƅ ŧųųůŧűŧ

Figure 1
7KH $ELOLW\ RI %DFWHULDO 6WUDLQV WR )L[ 1LWURJHQ DQG 3URGXFH 
$PPRQLD�
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Изучение биосовместимости  
Pseudomonas koreensis В-3481  
и Pseudomonas plecoglossicida В-13802

На следующем этапе исследования проведена 
оценка биосовместимости штаммов Pseudomonas 
koreensis В-3481 и Pseudomonas plecoglossicida 
В-13802. Результаты анализа показали, что мета-
болиты Pseudomonas koreensis не ингибируют рост 
Pseudomonas plecoglossicida на плотной питательной 
среде. Метаболиты Pseudomonas plecoglossicida так-
же не проявляют антагонических свойств в отно-
шении Pseudomonas koreensis (Рисунок 2). Об этом 
говорит отсутствие зоны ингибирования роста 
тест-культуры вокруг лунки, содержащей метабо-
литы исследованного штамма. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что штаммы перспективно 
использовать в составе консорциума. Это открыва-
ет перспективы для создания многокомпонентных 
микробиологических препаратов на основе этих 
штаммов, что может повысить эффективность их 
применения.

Конструирование бактериальных 
консорциумов и исследование 
их биологической активности

На следующем этапе исследования были раз-
работаны консорциумы, включающие штам-
мы Pseudomonas koreensis В-3481 и Pseudomonas 
plecoglossicida В-13802 в различных соотношениях 
(Таблица 1). 

Для определения оптимального соотношения 
штаммов в консорциуме, была проведена оценка 
азотфиксирующей активности каждого варианта 
(Таблица 2). 

Количество азота в культуральной жидкости ва-
рьировалось в диапазоне от 129,55 до 289,76 мкг/
мл; аммиака — от 198,64 до 344,20 мкг/мл. Наи-
меньшей активностью обладал консорциум № 4. 
У некоторых других консорциумов наблюдалась 
сниженная способность фиксировать азота, так 
у консорциумов № 1 и 2 меньше азота по сравне-
нию со средними значениями по отдельно взятым 
штаммам на 7,42 и 17,46 мкг/мл соответственно. 
Также у консорциума № 2 снижена активность 
по продуцированию аммиака на 24,01 мкг/мл. 

Рисунок 2
БůŵŸŵũųŬŸŹůųŵŸŹƃ ůŸŸŲŬūźŬųƂż ŨŧűŹŬŷůŧŲƃŴƂż ſŹŧųųŵũ

Figure 2
%LRFRPSDWLELOLW\ RI WKH 6WXGLHG %DFWHULDO 6WUDLQV

Примечание� � Ȟ ųŬŹŧŨŵŲůŹƂ Pseudomonas plecoglossicida ŉ��3�02 ũ ŵŹŴŵſŬŴůů Pseudomonas koreensis ŉ�3���� 
2 Ȟ ųŬŹŧŨŵŲůŹƂ Pseudomonas koreensis ŉ�3��� ũ ŵŹŴŵſŬŴůů Pseudomonas plecoglossicida ŉ��3�02
Note� � Ȟ PHWDEROLWHV RI Pseudomonas plecoglossicida %��3�02 LQ UHODWLRQ WR Pseudomonas koreensis %�3���� 2 Ȟ 
PHWDEROLWHV RI Pseudomonas koreensis %�3��� LQ UHODWLRQ WR Pseudomonas plecoglossicida %��3�02
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Наибольшей активностью обладал консорциум № 
3, так содержание азота составило 289,76 мкг/мл, 
содержание аммиака — 344,20 мкг/мл. Таким обра-
зом, для дальнейшего анализа выбран консорциум 
№ 3: Pseudomonas koreensis В-3481 и Pseudomonas 
plecoglossicida В-13802 в соотношение 2:1.

Лабораторная апробация

Семена яровой мягкой пшеницы (Triticum aestivum 
L. emend.) сорта «Сибирский Альянс» были предо-
ставлены Кемеровским Научно-исследовательским 
институтом сельского хозяйства — филиалом Си-
бирского федерального научного центра агробио-
технологий РАН. Варианты обработки представле-
ны в Таблице 3.

Таблица 3
ŉŧŷůŧŴŹƂ ŵŨŷŧŨŵŹűů ŶſŬŴůŽƂ ŵŹūŬŲƃŴƂųů ſŹŧųųŧųů  
ůbűŵŴŸŵŷŽůźųŵų

Table 3
:KHDW 7UHDWPHQW 2SWLRQV ZLWK ,QGLYLGXDO 6WUDLQV DQG 
&RQVRUWLXP

Варианты 
обработки Описание

КŵŴŹŷŵŲƃ БŬŮ ŵŨŷŧŨŵŹűů

ŉŧŷůŧŴŹ � ОŨŷŧŨŵŹűŧ Pseudomonas koreensis ŉ�3���

ŉŧŷůŧŴŹ 2 ОŨŷŧŨŵŹűŧ Pseudomonas plecoglossicida 
ŉ��3�02

ŉŧŷůŧŴŹ 3 ОŨŷŧŨŵŹűŧ űŵŴŸŵŷŽůźųŵų ɍ 3

В Таблице 4 представлены результаты всхожести 
семян, длины побегов и корней яровой мягкой 
пшеницы. 

Таблица 4
ОŽŬŴűŧ ũŸżŵŭŬŸŹů ŸŬųƆŴ, ūŲůŴƂ ŶŵŨŬŪŵũ ů űŵŷŴŬŰ ƆŷŵũŵŰ 
ųƆŪűŵŰ ŶſŬŴůŽƂ

Table 4
7KH (YDOXDWLRQ RI 6HHG *HUPLQDWLRQ, 6KRRW /HQJWK DQG 5RRWV 
RI 6SULQJ 6RIW :KHDW

Вариант 
обработки

Показатели

Всхо-
жесть, %

Длина рост-
ка, см

Длина корня, 
см

КŵŴŹŷŵŲƃ �3s� �3,2s0,� �,�s0,2

ŉŧŷůŧŴŹ � ��s2 ��,�s0,3 �,�s0,3

ŉŧŷůŧŴŹ 2 ��s3 ��,�s0,3 �,�s0,3

ŉŧŷůŧŴŹ 3 �0s� �5,�s0,5 �0,�s0,3

Исследование показало, что обработка семян штам-
мами Pseudomonas koreensis В-3481, Pseudomonas 
plecoglossicida В-13802, а также консорциумом № 3, 
содержащим оба штамма, привела к улучшению 
показателей роста пшеницы. Наблюдалось уве-
личение всхожести семян, а также длины ростка 
и корня по сравнению с контрольной группой. 

Статистически значимые ростостимулирующие 
свойства были выявлены при обработке штаммом 
Pseudomonas koreensis В-3481, который увеличил 

Таблица 2
ИŸŸŲŬūŵũŧŴůŬ ŸŶŵŸŵŨŴŵŸŹů űŵŴŸŵŷŽůźųŵũ ŻůűŸůŷŵũŧŹƃ ŧŮŵŹ ů ŶŷŵūźŽůŷŵũŧŹƃ ŧųųůŧű

Table 2
,QYHVWLJDWLRQ RI WKH $ELOLW\ RI &RQVRUWLD WR )L[ 1LWURJHQ DQG 3URGXFH $PPRQLD

Консорциум

Показатели

Азота, мкг/мл Аммиака, мкг/мл

Значение Среднее 
по штаммам Значение Среднее по штаммам

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � ���,�5bsb�,�� ��3,5� 25�,3�bsb�,53 25�,20

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ 2 �5�,3�bsb�,5� ��3,�0 232,0�bsb5,2� 25�,0�

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ 3 2��,��bsb5,20 ��3,33 3��,20bsb�,0� 25�,3�

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � �2�,55bsb2,3� ���,�� ���,��bsb�,23 25�,0�

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ 5 20�,53bsb5,0� ���,22 2��,��bsb5,�� 25�,3�

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � ���,53bsb3,�� ���,�0 2��,33bsb5,0� 25�,�3

КŵŴŸŵŷŽůźų ɍ � 25�,0�bsb5,�� ���,�3 302,20bsb�,3� 25�,2�
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всхожесть на 8 % и длину ростка на 1,7 см по срав-
нению с контролем. Также статистически значимые 
результаты были получены при обработке консор-
циумом № 3, который увеличил всхожесть на 17 %, 
длину ростка на 2,4 см и длину корня на 1,7 см 
по сравнению с контролем. 

Так как данные штаммы и консорциумы способ-
ны фиксировать азот и продуцировать аммиак, 
то предположительно при обработки растений 
данными штаммами/консорциумом количество 
азота и белка в них должно увеличивается (Завалин 
& Соколов, 2018). Результаты анализа содержания 
азота и белка в надземной части представлены 
на Рисунке 3.

Содержание азота в надземной части пшеницы на-
ходилось в диапазоне от 2,38 до 2,89 %, содержание 
белка — от 8,61 до 9,57 %. Результаты исследования 
свидетельствуют о том, что наибольшее влияние 
на содержание азота и белка в пшенице оказал кон-
сорциум (содержание азота увеличилось на 0,51 %, 
белка — на 0,96 % в сравнении с контрольным ва-
риантом). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цель настоящего исследования заключалась 
в характеристике азотфиксирующей способ-
ности штаммов Pseudomonas koreensis В-3481 
и Pseudomonas plecoglossicida В-13802, а также 
в оценке их потенциала для совместного приме-
нения с целью улучшения азотного питания расте-
ний. Полученные результаты убедительно демон-
стрируют, что оба штамма обладают способностью 
к биологической фиксации атмосферного азота, 
а также продуцируют аммиак в количествах, под-
тверждающих их функциональную активность как 
несимбиотических диазотрофов. Это расширяет 
представления о физиолого-биохимическом по-
тенциале рода Pseudomonas как перспективного 
источника микроорганизмов для биологизации 
земледелия.

Несмотря на то, что азотфиксирующая активность 
бактерий рода Pseudomonas уже находила отраже-
ние в научной литературе (Завалин и соавт., 2019; 
Коршунова и соавт., 2021; Panpatte et al., 2016; 
Nagpal et al., 2021), продукция аммиака, зафикси-

Рисунок 4
СŵūŬŷŭŧŴůŬ ŧŮŵŹŧ ů ŨŬŲűŧ ũ ŴŧūŮŬųŴŵŰ žŧŸŹů ũ ŻŧŮŬ ŶŷŵŷŵŸŹűŧ �ŋК �0–��� Ŷŵ ſűŧŲŬ ūŬŸƆŹůž-
ŴŵŪŵ űŵūŧ Ÿ ŶŲŧŴűŵŰ ŶŵŪŷŬſŴŵŸŹů ŶŷŵŽŬŴŹ

Figure 4
1LWURJHQ DQG 3URWHLQ &RQWHQW LQ WKH $ERYHJURXQG 3DUW LQ WKH 6SURXW 3KDVH �ŋК �0–��� $FFRUGLQJ 
WR D 'HFLPDO &RGH 6FDOH ZLWK DQ (UURU %DU RI D 3HUFHQW
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рованная в нашем исследовании, превышает по-
казатели, представленные в ряде ранее опублико-
ванных работ. Это, по-видимому, обусловлено как 
видоспецифическими особенностями использо-
ванных штаммов, так и положительным эффек-
том их совместного культивирования. Совместное 
применение P. koreensis В-3481 и P. plecoglossicida 
В-13802 в оптимальном соотношении 2:1 позволи-
ло достичь наибольших значений продукции азота 
(289,76 мкг/мл), что на 49,88  % превышает среднее 
значение для индивидуальных культур. Продукция 
аммиака составила 344,20 мкг/мл, что на 78,04  % 
выше среднего по отдельным штаммам, указывая 
на выраженный синергетический эффект в консор-
циуме.

Проведённые в лабораторных условиях биотесты 
продемонстрировали, что оба штамма, как в моно-
культуре, так и в консорциуме, оказывали стиму-
лирующее воздействие на рост пшеницы, что со-
гласуется с наблюдениями других исследователей. 
В частности, Yarzábal et al. (2018) зафиксировали 
положительное влияние штаммов Pseudomonas, 
выделенных из антарктических почв, на ростовые 
показатели Triticum aestivum, включая увеличение 
длины корней и побегов. Аналогично, Safari et al. 
(2018) сообщили об улучшении всхожести, массы 
и солеустойчивости проростков пшеницы при об-
работке Pseudomonas fluorescens.

Тем не менее, влияние бактерий рода Pseudomonas 
на рост растений не является однозначным. В ряде 
исследований описаны ингибирующие эффекты, 
связанные, вероятно, с избыточной продукцией 
фитогормонов. Так, Худайгулов и соавт. (2011) выя-
вили снижение всхожести при высоких концентра-
циях Ps. chlororaphis ИБ-51, что авторы связывают 
с возможным переизбытком индолил-3-уксусной 
кислоты. Сходные данные приводят Миннебаев 
и соавт. (2019), отмечая, что высокая концентра-
ция фитогормонов может оказывать токсическое 
действие на растения. В нашем исследовании оп-
тимизация соотношения штаммов в консорциуме, 
вероятно, позволила достичь сбалансированного 
уровня продукции физиологически активных ве-
ществ, обеспечивая стимулирующий, а не ингиби-
рующий эффект. Дополнительно, возможен меха-
низм пролонгированного действия фитогормонов, 
обусловленный их комплексированием с экзополи-
сахаридами, как показано в работе Веселова и со-
авт. (1998).

Следует также учитывать видоспецифическую 
чувствительность растений к бактериальному 
воздействию. Так, согласно данным Миннебаева 
и соавт. (2019), эффективность различных штаммов 
Pseudomonas варьировала в зависимости от культу-
ры: высокие эффекты наблюдались у гороха, нута 
и люпина, в то время как у люцерны и донника они 
были выражены слабо или отсутствовали. Пред-
полагается, что подобная избирательность может 
быть связана с наличием в оболочке семян вторич-
ных метаболитов, таких как алкалоиды, к которым 
Pseudomonas менее устойчивы. В нашем исследова-
нии, сфокусированном на пшенице, ингибирующе-
го эффекта зафиксировано не было, что может сви-
детельствовать о лучшей совместимости штаммов 
с данной культурой.

Ростостимулирующее действие микроорганизмов 
обусловлено комплексом механизмов, включая 
синтез фитогормонов, сидерофоров, растворение 
фосфатов, выработку антагонистических соедине-
ний и, в ряде случаев, фиксацию атмосферного азо-
та (Серазетдинова и соавт., 2023). Поэтому нельзя 
исключать, что стимулирующее влияние, наблюда-
емое в данном исследовании, обусловлено действи-
ем нескольких факторов одновременно. Однако 
зафиксированное повышение содержания общего 
азота и белка в надземной части растений служит 
косвенным подтверждением улучшения азотного 
питания в присутствии исследуемых штаммов. Эти 
данные согласуются с результатами Fox et al. (2016), 
показавших, что P. protegens Pf-5 X940 повышает со-
держание азота в зерне пшеницы, а также с резуль-
татами Pham et al. (2017), продемонстрировавших, 
что P. stutzeri A15 превосходит по эффективности 
минеральное удобрение при выращивании риса.

В совокупности представленные результаты позво-
ляют сделать вывод о высоком биотехнологиче-
ском потенциале P. koreensis и P. plecoglossicida как 
самостоятельных, так и синергетически действу-
ющих агентов, способных эффективно повышать 
биологическую доступность азота и стимулировать 
рост растений в агроэкосистемах.

Ограничения исследования

Ограничением настоящего исследования является 
то, что эксперименты проводились in vitro и in planta 
в лабораторных условиях на ограниченном коли-
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честве образцов. Результаты, полученные в кон-
тролируемой среде, могут не полностью отражать 
реальные полевые условия, где действуют другие 
факторы, влияющие на рост растений и фиксацию 
азота (например, конкуренция с другими микро-
организмами, колебания температуры и влажно-
сти, наличие других питательных веществ). В связи 
с этим для понимания роли исследуемых микроор-
ганизмов необходимо дополнительное проведение 
полевого эксперимента. Также исследование про-
водили на одном сорте яровой мягкой пшеницы 
(«Сибирский Альянс»). Взаимодействие описанных 
штаммов с другими сортами пшеницы или други-
ми зерновыми культурами может приводить к дру-
гому эффекту. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установление азотфиксирующей активно-
сти Pseudomonas koreensis В-3481 и Pseudomonas 
plecoglossicida В-13802 расширяет представления 
о биохимическом потенциале представителей 
Pseudomonas, а также обуславливают возможность 
их применения в сельскохозяйственной практике. 
Наблюдаемый синергический эффект совместного 
культивирования этих штаммов, проявляющий-
ся в усилении фиксации атмосферного азота, яв-
ляется основой для разработки инновационных 
биопрепаратов на основе консорциума P. koreensis 
В-3481 и P. plecoglossicida В-13802. Данный подход 
особенно актуален, поскольку в естественных усло-
виях растения взаимодействуют с комплексными 
микробными сообществами, а не с изолированны-
ми штаммами.

Лабораторные исследования продемонстрировали 
высокие ростостимулирующие свойства консорци-
ума и его положительное влияние на накопление 
азота и белка в надземной массе пшеницы. Ис-
пользование консорциума на основе Pseudomonas 
koreensis В-3481 и Pseudomonas plecoglossicida 
В-13802 может стать важным шагом на пути к соз-
данию устойчивого и экологически безопасного 
сельского хозяйства. Дальнейшее исследование 
консорциума будет направлено на оптимизацию 
его культивирования с целью повышения его эф-
фективности и устойчивости в окружающей среде. 
Также планируется проведение полевых испыта-
ний для оценки практической применимости кон-
сорциума в реальных условиях сельского хозяй-

ства. Кроме того, перспективным направлением 
является оценка возможности применения данно-
го консорциума для других сельскохозяйственных 
культур.
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